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HE: [A] fir pEi Tetranychus urticae 敏感 品系 (SS)、 抗 阿 维 菌 素 品系 (Av-R) 和 抗 螺 虫 乙 酯 品系 (Sp-R) 
合适 的 内 参 基 因 , 研究 二 斑 叶 螨 不 同 抗 性 品系 CYP392E 亚 家 族 基 因 表 达 水 平 的 变化 。【 方 法 】 采 用 实时 荧光 定 
量 PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) ÈR, X RES o-tubulin, B-actin, ELFn, GAPDH, 5. 8S rRNA 基 
和 SDHA 共 6 个 看 家 基因 的 表达 稳定 性 进行 分 析 以 期 筛选 出 合适 的 内 参 基因 , 并 在 此 基础 上 进一步 分 析 二 斑 叶 
螨 不 同 品系 P450 酶 系 CYP392E 亚 家 族 基 因 的 表达 量 差异 。【 结 果 】 在 二 斑 叶 螨 SS$，Av-R 和 Sp-R 品系 中 稳定 性 最 
高 的 内 参 基 因为 ELFn, V) ELFn 为 内 参 基因 ,CYP392E7 基因 相对 表达 量 在 二 斑 叶 螨 Av-R 品系 中 显著 高 于 SS 品 
系 ( 已 <0.05), 为 后 者 的 2.18 倍 ,而 在 Sp-R 品系 和 SS 品系 中 差异 不 显著 ; 其 余 基因 的 相对 表达 量 在 2 个 抗 性 品 
系 中 均 没 有 增加 , Av-R 品系 的 CYP392E4, CYP392E9 和 CYP392 E10 基因 以 及 Sp-R 品系 的 CYP392EI 和 CYP392E9 
基因 相对 表达 量 其 至 显著 下 调 , 分 别 为 SS 品系 的 48% , 74% , 6596 , 6396 和 73% 。【 结 论 】 在 二 斑 叶 螨 SS, Av-R 
和 Sp-R 品系 中 ELFn 为 理想 的 内 参 基因 ，Av-R 品系 CYP392E4, CYP392E7, CYP392E9 和 CYP392EI0 基因 相对 表 
达 量 的 显著 变化 可 能 与 二 斑 叶 蜂 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 形成 有 关 ，Sp-R 品系 CYP392EI 和 CYP392E9 基因 也 可 能 与 二 
斑 叶 螨 对 螺 虫 乙 酯 的 抗 性 形成 有 一 定 联系 。 
关键 词 : 二 斑 叶 螨 ; MERR; REC; 抗 性 品系 ; 敏感 品系 ; P450 酶 系 ; CYP392E 亚 家 族 ; qRT-PCR; 内 参 基 
; 表达 量 
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Screening of suitable reference genes and expression profiling of 
CYP392E subfamily genes in different resistant strains of Tetranychus 


urticae ( Acari: Tetranychidae) 
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Abstract. [ Aim] To screen suitable reference genes for studying the expression levels of CYP392E 
subfamily genes in susceptible ( SS) , avermectin-resistant ( Av-R) and spirotetramat-resistant ( Sp-R ) 
strains of Tetranychus urticae. [Methods] The mRNA expression stability of six house keeping genes, 
i. e., a-tubulin, B-actin, ELFn, GAPDH, 5. 85 rRNA gene and SDHA of T. urticae was detected by 
quantitative real-time PCR ( qRT-PCR), and the relative expression level of CYP392E subfamily 
reference genes of cytochrome P450 monooxygenases (P450s) was analyzed. [Results] ELFn was the 
most stable reference gene in SS, Av-R and Sp-R strains of T. urticae. When ELFn was used as the 
reference gene, the expression level of CYP392E7 in Av-R strain (2. 18-fold as high as that in SS strain) 
was significantly higher than that in SS strain, while there was no significant difference between Sp-R 
strain and SS strain. However, the relative expression levels of other genes did not increase, and even 
those of CYP392E4, CYP392E9 and CYP392E10 in Av-R strain and CYP392EI and CYP392E9 in Sp-R 
strain decreased significantly ( P «0.05) (48% , 7496 , 65% , 63% and 7396 of the expression level in 
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SS strain, respectively). [Conclusion] ELFn could be used as an ideal reference in SS, Av-R and Sp-R 
strains of T. urticae. The significant change of the expression levels of CYP392E4, CYP392E7, 


CYP392E9 and CYP392EI0 in Av-R strain may be related with the resistance of T. 


urticae to 


avermectin; CYP392EI] and CYP392E9 in Sp-R strain may also be related with the resistance of T. 


urticae to spirotetramat. 
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level 


— PEUT Tetranychus urticae 是 一 种 杂食 性 世界 
农业 害 螨 , 可 危害 果树 、 芯 六 、 农 作物 及 花卉 等 240 
科 1 100 多 种 寄主 植物 ,甚至 包括 一 些 有 毒 植物 
( Grbic et al., 2011), BEITAR, IS RARI DU TE 
发 展 极 为 迅速 ,是 目前 发 现 的 节肢 动物 中 抗 药 性 最 
高 的 生物 之 一 (Van Leeuwen et al., 2010), EIE 
20 年 中 已 有 大 量 关 于 二 斑 叶 螨 抗 药性 的 文献 报道 ， 
其 中 Van Leeuwen 等 (2010 ) 对 二 斑 叶 螨 抗 药性 分 子 
基础 进行 了 系统 前 述 , 强调 了 其 分 子 抗 性 机 制 研究 
的 重要 性 , 其 中 基因 表达 水 平 研 究 是 明确 有 害 生物 
抗 药性 分 子 机 理 的 必要 手段 之 一 。 随 着 二 斑 叶 螨 基 
因 组 全 序列 成 功 测序 (Crbic et al., 2011), 定量 
析 基 因 表 达 水 平 的 变化 在 该 物种 抗 药 性 研究 领域 日 
趋 重 要 。 实 时 灾 光 定量 PCR 技术 (quantitative real- 
time PCR, qRT-PCR) 因 其 定量 准确 、 高 重 现 性 、 高 
灵敏 度 和 高 通 量 等 特点 , 已 被 广泛 应 用 于 单 核 苷 酸 
多 态 性 、 基 因 表 达 等 多 方面 的 研究 工作 中 (Chen et 
al., 2010) 。 但 是 , 在 基因 定量 表达 研究 中 , 为 了 控 
制 样 本 之 间 的 误差 , 通常 需要 史 选 出 表达 稳定 的 内 
参 基因 对 表达 量 进 行 校 正和 标准 化 (Tunbridge et 
al., 2011) 。 在 目前 基因 表达 水 平 研究 中 , 常用 的 
内 参 基因 有 延伸 因子 1(elongation factor-1 alpha, 
ELFn)、 上 甘油 醋 -3- 克 酸 -脱毛 酶 (glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase, GAPDH ) FISE FA MA Hi A Mi 
复合 体 A FÆ (succinate dehydrogenase complex 
subunit A, SDHA ) 基因 等 (Radonic et al., 2004; 
Sekalska et al., 2006) ,这 些 基 因 是 细胞 正常 生命 
代谢 所 必需 的 , 通常 情况 下 表达 相对 稳定 。 高 新 菊 
(2012) 筛选 的 二 斑 叶 螨 抗 甲 氰 菊 酯 品系 表达 最 稳 
定 的 内 参 基 因为 a-tubulin。Niu 等 (2012 ) 研究 表明 
ELF1 和 GAPDH 在 不 同 药剂 选择 压力 下 的 柑 权 全 丰 
里 Panonychus citri 品系 中 表达 最 稳定 ,为 理想 的 内 
参 基因 。Sun 等 (2010 ) 研究 发 现 , ÆR wb np ds 
Tetranychus cinnabarinus 敏感 和 抗 甲 氰 菊 酯 品系 中 
最 理想 的 内 参 基 因为 RPS18 7 5. 8S rRNA 基因 组 


合 ， 而 在 卯 、 幼 螨 、 寿 螨 和 成 螨 4 T AP FR] s "P 
稳定 的 内 参 基因 则 是 RPS18 和 a-TUB 基因 组 合 。 
Demaeght 等 (2013 ) 以 B-actin 为 内 参 基因 对 采 
目 田 间 的 二 斑 叶 螨 SR-VP 和 SR-TK 品系 研究 发 现 ， 
2 个 品系 对 螺 旺 酯 的 抗 性 倍数 均 超 过 680 fii; qRT- 
PCR 分 析 表 明 2 个 抗 性 品系 中 CYP392E7 和 
CYP392E10 基因 的 相对 表达 显著 上 调 ; 功能 表达 结 
果 表 明 CYP392E10 对 螺 晓 酯 的 代谢 具有 很 高 的 活 
性 。 本 实验 采用 qRT-PCR 技术 , 通过 geNorm 和 
Normfinder 软件 对 二 斑 叶 螨 SS，Av-R 和 Sp-R 品系 
中 6 个 看 家 基因 的 表达 稳定 性 进行 评估 第 选 ， 则 在 
第 选 出 二 斑 叶 旺 螺 虫 乙 酯 和 阿 维 菌 素 抗 性 品系 中 都 
稳定 表达 的 内 参 基 因 , 并 在 此 基础 上 进行 二 斑 叶 螨 
SS, Av-R 和 Sp-R 品系 CYP392E 亚 家 族 基因 相对 表 
达 量 的 研究 ， 从 而 明确 该 家 族 基 因 表 达 水 平 变 化 与 
二 斑 叶 里 对 阿 维 菌 素 、 螺 上 忠 乙 酯 抗 性 形成 的 关系 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 供 试 螨 类 : 二 斑 叶 螨 敏 感 品 系 (susceptible 
strain, SS) 于 2007 年 采 目 甘肃 省 兰州 市 兴隆 山 国 家 
级 穆 林 公园 , 未 接触 任何 药剂 (高 新 菊 和 沈 翘 敏 ， 
2011) ; 抗 阿 维 菌 素 品 系 ( avermectin-resistant strain, 
Av-R) AI pi 8 E Z PIS ih A ( spirotetramat-resistant 
strain, Sp-R) 是 由 SS 品系 分 出 部 分 个 体 分 别 用 
1.8% 阿 维 菌 素 乳 油 、22.4% 螺 虫 乙 酯 悬浮 剂 ( 用 杀 
死 种 群 60% 个 体 的 剂量 ) 喷雾 处 理 18 代 汰 选 培育 
而 来 。 室 内 饲养 条 件 : 温度 为 26 +1Y ,相对 湿度 
为 75%+ 上 535% ,光照 周期 为 14L: 10D。 

1.1.2 主要 试剂 与 仪 毅 : RNA 提取 试剂 盒 
RNeasy9 Plus Micro Kit ( Qiagen 公司 ) , 反 转 录 试 剂 
fx PrimerScript? RT Reagent Kit (TaKaRa 公司 ), 核 
酸 蛋 白质 浓 度 测定 仪 Nanovue (GE Healthcare ) , 
PowerPac Basic 电泳 仪 (Bio-Rad) ，Universal Hood II 
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凝 胶 成 像 仪 (Bio-Rad ) ,荧光 染料 GoTaq® qPCR 
Master Mix ( Promega 公司 )，Step0ne” and 
StepOnePlus"" Real-Time PCR Systems 实时 荧光 定量 
PCR 4X C ABI 公司 ) 。 
1.2 SIWE 

AEREI ED ASR FAO 推荐 的 叶片 
残 毒 法 和 玻 片 浸渍 法 (Dittrich et al., 1980), 每 处 理 
重复 3 次 , 并 以 蒸馏 水 处 理 为 对 照 。 所 得 数据 经 
DPS 软件 处 理 , 求 出 不 同 品系 的 毒 力 回 归 方 程式 、 
LCso 以 及 抗 性 指数 , 并 用 卡 方 值 进 行 检验 。 
1.3 二 斑 叶 螨 总 RNA 提取 

分 别 挑 取 二 斑 叶 旺 SS，Av-R 和 Sp-R 品系 肉 成 
螨 约 400 头 , 在 液 氮 中 分 研磨 后 , 依照 RNeasy? 
Plus Micro Kit 说 明 书 分 别 进 行 总 RNA 的 提取 ， 以 
196 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 经 GoldView 染色 检测 其 完整 
PE, 采用 Nanovue (GE Healthcare ) 核酸 浓度 测定 仪 
测定 其 浓度 , 并 根据 A/A 和 Azeo/ Azso 的 值 确定 
RNA 的 纯度 , RNA 置 -80% 保存 。 
1.4 反 转 录 cDNA 的 合成 

根据 PrimerScript? RT Reagent Kit 试剂 盒 的 说 
明 反 转录 合成 第 一 链 cDNA, 反应 体系 10 pL: 5 x 
PrimerScript? Buffer (for Real Time) 2 uL; 
PrimeScript? RT Enzyme Mix I 0.5 uL; Random 6 
mers 0.5 uL; Oligo dT Primer 0. 5 uL; 总 RNA 0.5 
ug; RNase-free Water 补充 至 10 uL, 18]. HMA 
心 。 反 应 条 件 : 37C, 15 min( 反 转录 反应 ) ; 85€, 
5 s( 反 转录 酶 的 失 活 反应 ) 。 反 应 结束 后 cDNA TS 
WE -20C 保存 。 
1.5 内参 基因 的 选择 

根据 Demaeght 等 (2013 ) 和 Niu 等 (2012 ) 相关 
研究 文献 , 选取 了 6 个 候选 看 冢 基因 , 包括 a- 微 管 
Æ H (tubulin alpha-1 chain, a-tubulin) 基因 、B- 肌 动 
4E E] (beta actin, -actin ) 基因 、 延 伸 因 子 1 
( elongation factor-1 alpha, ELFn) ÆA. Fry g-3- 95 
酸 脱氧 酶 (glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase, 
GAPDH) 基因、5$. 8S 核糖 体 RNA (5. 8S ribosomal 
RNA, 5. 8S8 rRNA) 2E [ALIS SA ER Rot A SE dr SA 
亚 基 ( succinate dehydrogenase complex subunit A, 
SDHA ) 基 因 。 
1.6 ”内参 基 因 及 定量 表达 基因 引物 设计 

根据 二 斑 叶 螨 全 基因 组 序列 信息 , 采用 Primer 
3.0 软件 分 别 设 计 用 于 二 斑 叶 螨 不 同 品系 6 个 看 家 
基因 筛选 以 及 P450 酶 系 CYP392E 亚 家 族 10 个 解 
毒 酶 基因 定量 表达 人 研究 的 引物 ,引物 由 华 大 基因 科 


技 有 限 公 司 合 成 。 引 物 序 列 及 相关 信息 如 表 1 所 示 。 
1.7 qRT-PCR 分 析 

qRT-PCR 反应 体系 为 20 uL: 荧光 染料 GoTaq®® 
qPCR Master Mix 10 uL, Nuclease-free Water 7 uL, 
上 下 游 引 物 各 uL. 模板 cDNA 1 pL, RMRI 
为 : 953% 预 变 性 2 min; 95Y% 变性 15$ s, 60% 退火 30 
s, JE 40 个 循环 ; 最 后 在 60%C 到 95%C ,每 个 循环 增 
Jill 0. 6^C 的 条 件 下 进行 熔 解 曲线 过 程 。 经 炊 解 曲线 
分 析 确 认定 量 引 物 的 特异 性 后 , 将 模板 cDNA 按 
1: 348 RE d8 FE I, 5 个 浓度 (1, 173, 1/9, 1/27 和 
1/81) 进行 标准 曲线 分 析 , 并 计算 不 同 引 物 的 扩 增 
效率 。 每 处 理 3 次 重复 , 对 照 用 Nuclease-free Water 
代替 模板 。 
1.8 内参 基因 稳定 性 评价 及 数据 分 析 

根据 6 个 看 家 基因 的 Ct 值 , 利用 内 参 基 因 评 
价 软件 geNorm 和 NormFinder 计算 基因 表达 稳定 度 
平均 值 ( M) , M 值 是 某 一 个 内 参 基因 与 其 他 所 选 的 
内 参 基 因 表 达 水 平 的 比值 经 对 数 变 换 , 然后 计算 其 
平均 标准 差 作 为 基因 表达 稳定 度 的 平均 值 。 以 M 
值 的 大 小 对 内 参 基 因 的 稳定 性 进行 评价 ，M 越 小 ， 
该 内 参 基 因 越 稳定 , 反之 , 越 不 稳定 ; 通过 内 参 基 
因 标 准 化 因子 的 配对 分 析 (Vn/n +1) 确 定 内 参 基 因 
的 最 适 数 日 (Vandesompele et al., 2002; Andersen, 
et al., 2004) 。 以 获得 的 内 参 基 因 进 行 数据 的 校正 
和 标准 化 , 对 目的 基因 表达 进行 准确 可 徘 的 定量 。 
以 SS 品系 为 对 照 , 采用 Pfaffl 方法 (Pfaffl, 2001) EE 
较 Ct 值 的 方法 计算 二 斑 叶 螨 Av-R 和 Sp-R 品系 中 
CYP392E 亚 家 族 基 因 的 相对 表达 量 ， 利 用 SPSS 
16. 0 软件 进行 独立 样本 了 检验 ( 忆 <0.05 ) 。 


2 fA 


2.1 二 斑 叶 螨 不 同 品 系 的 生物 测定 结果 

二 斑 叶 螨 不 同 品系 抗 性 测定 结果 如 表 2 所 示 ， 
经 室内 培育 18 代 后 ，Sp-R 品系 的 螺 虫 乙 酯 LCs 值 
[135 523. 4747 mg/L, 相对 于 SS 品系 的 抗 性 指数 为 
90.58 倍 ; Av-R 品系 的 阿 维 菌 素 LC;o 值 为 17. 4428 
mg/[/ 工 ,相对 于 SS 品系 的 抗 性 指数 则 为 180. 56 倍 。 
2.2 二 斑 叶 螨 不 同 品系 总 RNA 提取 

提取 的 二 斑 时 螨 SS，Av-R 和 Sp-R 品系 总 RNA 
经 浓度 测定 Aso/ Azgo 在 1.8 ~2.2 之 间 ， Aogy/ A230 TE 
2.0 ~2.4 之 间 , 纯度 和 质量 较 高 ; 采用 1% 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 检测 到 28S rRNA 和 18S rRNA 2 RA HAZ 
市 明亮 ,说明 RNA 完整 (图 1)。 
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R1 —9XEnp PASA CYP392E 亚 家 族 基 因 qRT-PCR 定量 引物 及 相关 信息 
Table Primers and relative information of reference genes and CYP392E subfamily genes used in qRT-PCR 


基因 登录 号 | 扩 增 产物 长 度 (bp) PEREO) ”决定 系数 (RR ) 
基因 引物 序列 (5 -3") . uu 
GenBank Length of Amplification Determination 
Gene Primer sequence 
accession number amplified product efficiency coefficient 
F: TACCGGCAATTATTCCATCC 
a-tubulin JN881127 192 103. 77 0. 994 
R: TCCAGTITCCACCTCCAAAAC 
F: GAATTGAGAGTTGCCCCTGA 
p-actin JN881324 167 95.14 0. 999 
R: GTACGACCGGAAGCGTAAAG 
F: CAATTTCTGGATGGCATGGT 
ELFn IN881325 276 97.06 0. 998 
R: TCGAAGTGCCTTGTCAACTG 
F: CTTTGGCCAAGGTCATCAAT 
GAPDH IN881330 266 98. 86 0. 995 
R: ACAGCCTTAGCTGCACCACT 
F: CGGCAAGGTTTAAAGAAGGA 
5. 8S rRNA gene AB736038 168 97.15 0. 999 
R: GTGATCCACCGCTTGAAGAT 
F: GTTGTCCTGGTGAAGGAGGT 
SDHA JN881329 234 98. 64 0. 999 
R: TTGCCGTCTCTGAAATTCCT 
F: TTTTGCTGCGCCTTGATTAT 
CYP392E1 tetur03 g05540 153 102. 62 0. 994 
R: CCATCTCTTCGAGGAAACCA 
F: CTGCCGACCATCGTAAGTTT 
CYP392E2 tetur06202400 240 97.47 0. 998 
R: CGTAGCTGCATTTCCTTTCA 
F: TCCTCGGTGAAATGTCCAA 
CYP392 E3 tetur06 g02820 177 102. 70 0. 998 
R; CATCGCGTATCCTTTTCTGG 
F: AGTCGCGAGCTTGATCCTTA 
CYP392 F4 tetur27 g02598 246 94.26 0. 990 
R: CCAGCTGCGTAAAACATTGA 
F: GTGAGATTCCTGCCCAACAT 
CYP392 E5 tetur27 g00230 193 94.11 0. 996 
R; ACAAAGCTGCATTTCGAGGT 
F: GGAACGGGACCTTGTTTTAC 
CYP392 E6 tetur27 g00330 163 90. 37 1. 000 
R: TGTCGATCCACATTTTCTGG 
F: CCCACCATCGCAATCTTAAT 
CYP392 E7 tetur27 g00340 171 95.59 0. 999 
R: CATTTCGACGAGGAATCCAT 
F: TGTGGATCGACAACAAATGC 
CYP392 E8 tetur27 g00350 217 97.11 0. 996 
R: CCGTTCAGGTTTGAATTGCT 
F: CGAAATGTCCGGTGAATCTT 
CYP392 E9 tetur27 g01020 249 90. 11 0. 992 
R: AGCAGTGAAGCAGGATCGCTC 
F: GCAAAGATACTCGCCCAATC 
CYP392E10 tetur27 g01030 169 98.81 0. 994 
R: TTCGGTGTTCATCAACCTCA 


R2 二 斑 叶 螨 不 同 品系 生物 测定 结果 


Table 2 Bioassay results of different Tetranychus urticae strains 


药剂 品系 回归 方程 ; LCs (95% 置信 区 间 ) (mg/L) 抗 性 指数 
Chemicals Strains Regression equation X LCs (95% confidence interval) Resistance index 
螺 虫 乙 酯 SS y =1.2236x +4. 0678 0. 6947 5.7792, (0.0036 -16.7506) - 
Spirotetramat Sp-R y 20. 8911x 42. 5771 0. 2334 523.4747 (180.6578 -2 351.0701) 90. 58 
阿 维 菌 素 SS y=1.0488x +6.0646 0.1720 0.0966 (0.0127 —0.1774) - 
Avermectin Av-R y 21. 3477x +3. 3267 0. 3860 17.4428 (10.8571 —72.2878) 180. 56 


抗 性 指数 = 抗 性 品系 LCso0/ 敏 感 品系 LC44, Resistance index =LCs of Sp-R or Av-R/LC,g of SS. 
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图 1 二 斑 叶 螨 SS$，Av-R 和 Sp-R 品系 总 RNA 电泳 图 
Agrose gel electrophoresis of the total RNA from SS, Av-R and Sp-R strains of Tetranychus urticae 
1 -2: SS 品系 SS strain; 3 -4: Av-R 品系 Av-R strain; 5 -6: Sp-R 品系 Sp-R strain. 


Fig. 1 


2.3 熔 解 曲线 及 标准 曲线 分 析 

通过 6 个 候选 看 家 基因 及 10 个 CYP392E 亚 家 
族 解 毒 酶 基因 熔 解 曲线 分 析 , 发 现 其 炊 解 曲线 均 为 
单 峰 , 并 且 阴 性 对 照 没 有 奖 光 信号 , 说明 所 设计 引 
物 特异 性 良好 。 将 SS，Av-R 和 Sp-R 品系 cDNA Fi 
板 分 别 稀释 成 相同 倍数 的 浓度 梯度 ,进行 相应 的 标 
准 曲 线 分 析 , 得 出 所 有 基因 的 扩 增 效率 为 90. 11% ~ 
103. 7796 , 决定 系数 为 0.990 -1.000(3€ 1). ZETA 
解 曲线 和 标准 曲线 共同 分 析 , 实验 所 设计 6 个 看 家 
基因 和 10 个 解毒 酶 基因 的 引物 符合 qRT-PCR 分 析 
要 求 。 
2.4 内参 基因 稳定 性 评价 
2.4.1 geNorm 软件 评价 结果 : 经 geNorm 软件 评价 
分 析 , 在 二 斑 叶 螨 SS, Av-R 和 Sp-R 品系 中 , 6 个 
看 家 基因 的 M 值 从 小 到 大 依次 为 : G4PDH = SDHA 
< ELFn « 5. 88 rRNA 基因 < a-tubulin < B-actin ( 图 
2)， 因 此 ,稳定 性 较 好 的 内 参 基 因 是 GAPDH, 
SDHA 和 ELFn 基因 ,而 B-actin, a-tubulin 及 5. 8S 
rRNA 基因 稳定 性 较 差 。 为 外 ，geNorm 软件 可 确定 
所 需 内 参 基因 的 最 适 数 目 , 以 0. 15 为 默认 取舍 值 ， 
即 当 Vn/(n+1) < 0.15 时 , 说 明 不 必 选 择 使 用 > 
n +1 个 基因 作为 qRT-PCR 定量 分 析 的 内 参 基 因 。 
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本 实验 通过 二 斑 叶 螨 不 同 品系 内 参 基因 标准 化 因子 
的 配对 差异 分 析 ( 图 3), Vn/(n+1) 均 小 于 0.15， 
其 中 V2/3 20.066 为 最 低 ，V3/4 = 0. 140 接近 
0.15, V4/5 =0. 105 和 V5/6 20.093 低 于 V3/4 但 
高 于 V2/3。 因 此 , 硅 选 用 多 个 内 参 基 因 校 正二 斑 
叶 蠕 不同 品 系 mRNA 表达 水 平 , 理想 的 内 参 基因 数 
目 应 为 2 个 , 即 G4PDH + SDHA 组 合 。 

2.4.2  NormFinder 软件 评价 结果 : 经 NormFinder 
软件 分 析 , 在 二 斑 叶 螨 SS, Av-R 和 Sp-R 品系 中 , 6 
个 看 家 基因 的 稳定 值 从 小 到 大 依次 为 : ELFn 
(0.050) < SDHA (0.143) < GAPDH (0.207) «5.8S 
rRNA 基因 (0. 337) < a-tubulin (0. 351) < B-actin 
(0.370), 说 明 ELFn 基因 的 表达 稳定 性 最 高 , 可 作 
为 内 参 基 因 ， 而 B-actin, a-tubulin 及 5. 8S rRNA 3& 
因 稳 定性 较 差 ,不 适合 作为 内 参 基因 。 

2.4.3 两 种 软件 综合 评价 结果 : 综合 比较 geNorm 
软件 和 NormFinder 软件 评价 结果 ， 发 现 B-actin, a- 
tubulin 及 5.8S TRNA 基因 在 二 斑 叶 螨 SS, Av-R 和 
Sp-R 品系 中 稳定 性 均 较 差 , 不 适合 作为 本 实验 研 
究 所 用 内 参 基 因 。geNorm 软件 分 析 得 出 表达 较 稳 
定 的 基因 是 G64PDH, SDHA 和 ELFn 且 三 者 稳定 性 
平均 值 相 差 不 大 ,几乎 在 同一 表达 水 平 (图 2) ,最 


GAPDH SDHA 


内 参 基 因 Reference genes 


图 2 二 斑 叶 螨 不 同 品系 内 参 基因 表达 稳定 度 平 均值 (geNorm) 


Fig. 2 Stability of reference genes in different strains of Tetranychus urticae by geNorm 
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佳 的 组 合 是 G4PDH + SDHA, ifj NormFinder 软件 评 
价 结 果 为 ELFn 基因 ， 其 稳定 性 远 高 于 GAPDH, 
SDHA 等 其 他 看 家 基因 。 因 此 ,二 斑 叶 螨 SS, Av-R 
和 Sp-R 品系 理想 的 内 参 基因 为 ELFn , 
2.5 不 同 品系 CYP392E 亚 家 族 基 因 相 对 表达 模 
式 分 析 

根据 上 述 内 参 基 因 稳定 性 评价 结果 , 以 ELFn 
作为 内 参 基因 , 采用 比较 Ct 值 方法 , 检测 二 斑 叶 螨 
Av-R 和 Sp-R 品系 CYP392E 亚 家 族 10 个 基因 相对 
于 SS 品系 基因 表达 量 的 变化 , 结果 如 图 4 所 示 。 
CYP392E7 基因 在 Av-R 品系 中 的 表达 量 是 SS 品系 
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配对 差异 变化 Pairwise variations 


图 3 二 斑 叶 螨 不 同 品系 内 参 基 因 标 准 化 因子 的 配对 差异 分 析 (geNorm) 


Fig. 3 Pairwise variation analyses of reference genes in different strains of Tetranychus urticae by geNorm 


的 2.18 fi, 显著 高 于 SS 品系 ,而 Sp-R 品系 与 SS 
品系 差异 不 显著 ; Av-R 品系 中 CYP392E]1 和 
CYP392E2 表达 水 平分 别 为 SS 品系 的 1.14 和 1.18 
倍 , 但 差异 不 显著 ; 而 CYP392E4, CYP392E9 和 
CYP392E10 基因 在 Av-R 品系 中 的 表达 量 均 显著 低 
T SS 品系 , 表达 水 平分 别 是 SS 品系 的 48% , 74% 
和 65% 。Sp-R 品系 中 CYP392E6 和 CYP392E8 表 
达 水 平 相对 SS 品系 略 有 升 高 , 但 差异 不 显著 , 其 
相对 表达 量 分 别 为 SS 品系 的 1.11 和 1.04 fi; 而 
Sp-R 品系 中 的 CYP392E1 和 CYP392 E9 基因 表达 量 
分 别 是 SS 品系 的 63% 和 73% , 显著 低 于 SS 品系 。 


E AvR O Sp-R 
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* 
"s "ck x 
KK 


CYP392E]1 CYP392E2 CYP392E3 CYP392E4 CYP392E5 CYP392E6 CYP392E7 CYP392E8 CYP392E9 CYP392EIO0 
图 4 二 斑 叶 螨 Av-R 和 Sp-R 品系 CYP392E 亚 家 族 基 因 相对 表达 水 平 
Fig. 4 Relative expression levels of CYP392E subfamily genes in Av-R and Sp-R strains of Tetranychus urticae 
方差 分 析 采 用 独立 样本 了 检验 Variances are analysed by using independent sample T-test. * : 差异 显著 Significant difference (P «0.05) ; ” : 差 


SE d 3E Extremely significant difference ( P «0.01). 


3 讨论 


qRT-PCR 技术 已 成 为 分 子 生物 学 人 研究 的 重要 
TR, 目前 在 二 斑 叶 螨 抗 性 研究 中 应 用 相对 较 少 。 
qRT-PCR 实验 中 , 一 些 传统 的 管家 基因 CAPDH 和 


EF-lo 等 锌 认为 在 不 同 的 环境 条 件 下 均 能 稳定 表达 
而 被 作为 内 参 的 基因 (Migocka and Papierniak, 
2011) 。 农 业 害 螨 抗 药性 研究 中 除 在 柑橘 全 爪 螨 
( Niu et al., 2012) 和 朱砂 叶 螨 (Sun et al., 2010) 上 
CABAT PSI mZCBITRGHER, 高 新 菊 (2012) 对 
二 斑 叶 螨 甲 氰 菊 酯 抗 性 品系 的 内 参 基因 也 进行 了 入 
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Yt, Demaeght 等 (2013 ) 亦 采 用 qRT-PCR 技术 对 二 
斑 叶 螨 抗 季 酮 酸 类 杀 螨 剂 抗 性 机 理 进 行 了 相关 研 
究 , 但 是 尚未 抑 二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 研究 中 
内 参 基 因 稀 选 的 报道 。 本 研究 短 选 得 出 二 斑 叶 旺 
SS, Av-R 和 Sp-R 品系 中 的 内 参 基 因为 ELF, 
ELFn 是 真 核 翻译 过 程 的 基本 组 成 部 分 , 是 一 种 能 
催化 氨 酰 转移 RNAs 结合 到 核糖 体 上 的 GTP 结合 和 蛋 
H ( Tatsuka et al., 1992). 3m., S i 2 (2012 ) fii 
3 B5 — XXE RT A98 P R Pa DL PE m A8 V S 2E E a- 
tubulin, Demaeght 等 (2013 ) 研究 中 采用 的 内 参 基 因 
则 为 b-actin, 在 本 人 研究 中 a-tubulin 和 B-actin 稳定 
性 均 较 差 , 不 适合 作为 二 斑 叶 师 SS, Av-R 和 Sp-R 
品系 基因 定量 表达 研究 所 需 的 内 参 基因 。 这 可 能 是 
由 于 本 研究 所 涉及 的 阿 维 菌 素 与 拟 除 虫 菊 酯 类 和 季 
酮 酸 类 杀 虫 杀 螨 剂 对 二 斑 叶 螨 的 作用 机 理 不 同 所 
致 。Demaeght 等 (2013 ) 研究 所 采用 的 抗 性 品系 为 
田间 种 群 , 但 本 研究 的 抗 性 品系 则 为 室内 敏感 品系 
经 多 代 药 剂 处 理 汰 选 而 来 , 大 田 用 药 环境 的 复杂 多 
样 也 可 能 对 二 斑 叶 螨 相 关 基 因 的 表达 有 所 影响 。 

本 实验 以 短 选 得 到 的 ELFn 作为 内 参 基 因 , W 
z T REA SS, Av-R 和 Sp-R 品系 中 CYP392FE 
亚 家 族 解 毒 酶 基因 相对 表达 量 的 变化 。 结 打 表 明 ， 
与 SS 品系 相 比 , 在 Av-R 品系 中 CYP392E7 表达 量 
显著 上 调 ，CYP392570 表达 量 则 显著 下 调 , 但 是 在 
Sp-R 品系 中 差异 均 不 显著 , wH CYP392E7 和 
CYP392E10 基因 表达 量 的 显著 变化 可 能 在 二 斑 叶 
里 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 形成 中 发 挥 了 重要 作用 , 但 在 
Sp-R 品系 中 作用 不 明显 。 然 而 ，Demaeght 等 
(2013) 研究 发 现 , 在 二 斑 叶 螨 田 间 抗 螺 螨 酷 品 系 中 
CYP392E7 和 CYP392E10 表达 量 却 显著 上 调 , 这 可 
能 与 不 同 药剂 的 选择 压力 、 抗 性 种 群 来 源 及 抗 性 水 
平 有 关 。Demaeght 等 (2013 ) 研究 中 , 田间 采集 的 
SR-VP 和 SR-TK 品系 对 螺 蠕 酯 的 抗 性 倍数 均 超 过 
680 fii, 对 同 是 季 酮 酸 类 杀 蠕 剂 的 螺 甲 螨 酯 和 螺 忠 
乙 酯 抗 性 水 平 却 较 低 , 本 研究 所 得 出 的 CYP392E7 
和 CYP392 E10 在 实验 室 Sp-R 品系 中 表达 水 平 差异 
均 不 显著 可 能 就 是 由 于 用 药 环 境 的 不 同和 抗 性 水 平 
相对 较 低 造 成 的 。 为 外 ,其 余 8 个 CYP392E 亚 家 
族 基 因 在 Av-R 和 Sp-R 品系 表达 量 均 未 显著 上 调 ， 
其 中 CYP392k4 和 CYP392E9 基因 在 Av-R 品系 中 
的 表达 量 显著 下 调 ,，Sp-R 品系 中 则 是 CYP39251 和 
CYP392E9 基因 的 表达 量 显 著 低 于 SS 品系 。CYP 
基因 表达 下 调 在 二 斑 叶 螨 抗 螺 蜂 酯 品系 (Demaeght 
et al., 2013) 和 致 倦 库 蚊 Culex fatigans PEAH K m 


系 (Yang and Liu, 2011) 中 也 有 相关 报道 ,Demaeght 
等 (2013 ) 研究 结果 显示 二 斑 叶 螨 田 间 抗 螺 螨 酯 品 
系 中 CYP392kE6 和 CYP392E8 表达 量 显 车 下 调 ， 
Yang 和 Liu (2011) A 335 fis FE SCA [8] DC CAR] Pli nma 
系 和 虫 态 中 CYP6BY3 表达 量 都 是 下 调 的 。CYP 3E 
因 表 达 下 调 可 能 是 生物 体 自 适应 或 稳 态 啊 应 引起 的 
( Morgan, 1997, 2001) ,其 机 制 主 要 是 生物 体 自 身 
的 稳 态 啊 应 使 细胞 免 受 P450 衍生 氧化 物质 、 一 氧 
化 损 或 花生 四 烽 酸 代谢 产物 等 有 害 物质 的 影响 ,并 
上 且 稳 态 啊 应 过 程 中 存在 能 量 平衡 现象 (White and 
Coon, 1980; Morgan, 1989, 2001), ， 即 生物 体 中 部 
分 CYP 基因 表达 量 的 上 调 需要 更 多 的 能 量 ， 必 然 
会 导致 能 量 的 再 分 配 , 其 他 CYP 基因 表达 量 可 能 
会 下 调 或 者 不 变 。 

在 二 斑 叶 螨 基 因 组 中 有 86 个 P450 基因 (Grbic 
et al., 2011) , 本 研究 仅 涉 及 了 CYP392E W RIH 
10 个 基因 ，Av-R 品系 CYP392E4, CYPS392ET7, 
CYP392E9 和 CYP392E10 以 及 Sp-R 品系 CYP392E1 
和 CYP392E9 基因 表达 量 的 显著 变化 可 能 与 二 斑 叶 
螨 对 阿 维 销 素 和 螺 虫 乙 酯 的 抗 性 形成 有 关 。 因 此 ， 
后 续 研 究 中 在 加 大 药剂 的 选择 压力 、 提 高 品系 抗 性 
水 平 的 同时 应 涉及 更 多 的 P450 基因 ,并 结合 生理 
生化 研究 以 进一步 明确 PASO 基因 表达 量 与 二 斑 叶 
里 对 阿 维 菌 素 、 螺 上 忠 乙 酯 抗 性 形成 的 关系 。 
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